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Tämä opinnäytetyö tehtiin Terveyden ja hyvinvoinnin (THL) oikeustoksikologiayksikössä 
Tilkanmäen laboratoriossa. Laboratorio on erikoistunut biologisesta matriisista tehtäviin 
huumaus- ja lääkeainetestauksiin kromatografis-massaspektrometrisin menetelmin. Li-
säksi laboratoriossa käytetään immunologisiin tekniikoihin perustuvia menetelmiä ja kaa-
sukromatografista menetelmää alkoholitestauksessa. Se on FINAS:in akkreditoima tes-
tauslaboratorio T077 SFS-EN ISO/IEC 17025:2005 mukaisesti. Opinnäytetyön tavoitteena 
oli 14 muuntohuumeen lisääminen ja validointi ”Amfetamiinijohdannaisten seulonta ja pitoi-
suusmääritys verestä, seerumista ja virtsasta” GC-MS-menetelmään. Aineet ovat amfeta-
miinijohdannaisia ja täten sisältävät samankaltaisia rakenneosia kuin amfetamiini, joten nii-
den uskottiin soveltuvan hyvin menetelmään. Validoinnin tarve nousi esille, kun huomattiin, 
että viime vuosien aikana muuntohuumeiden käyttö on vähitellen lisääntynyt ja menetel-
mää piti analyyttien osalta laajentaa. 
 
Alussa testattiin aineiden sopivuus nykyiseen menetelmään käsittelemällä näytteet eri pi-
toisuuksilla menetelmäohjeen mukaisesti sekä verimatriisilla että ilman. Lisäksi tutkittiin ai-
neiden erottuvuutta muista samankaltaisista aineista. Validointi suoritettiin viitenä päivänä 
niin, että joka päivä tutkittiin lineaarisuutta sekä tarkkuutta. Tämän lisäksi yksittäisinä päi-
vinä tutkittiin stabiilisuutta, ylempää ja alempaa määritysrajaa sekä selektiivisyyttä. Mene-
telmässä näytteeseen (200 µl) lisätään 0,1 M HCl -liuosta, johon on liuotettu sisäinen stan-
dardi. Tämän jälkeen näyte puskuroidaan emäksiseksi ja uutetaan tolueenilla yksitellen 
vorteksoimalla, jotta uuttoliuoksen sisältämä HFBA-derivatisointiaine ehtii vaikuttaa.  
 
Työ ja validointi kokonaisuudessaan onnistui hyvin ja odotetusti. Tiedetään, että amfetamii-
nijohdannaiset ja synteettiset katinonit ovat haastavia tutkittavia herkkyytensä takia, varsin-
kin kun kyse on muuntohuumeista. 14:sta aineesta suurin osa saatiin validoitua kvantitatii-
viselle tasolle. Neljä ainetta validoitiin kvalitatiiviselle tasolle ja HMMA:n validointi jouduttiin 
keskeyttämään, koska aine ei näkynyt spektreissä alle 250 ng/ml pitoisuuksilla. Aineiden 
haastavuuden takia voidaan kuitenkin todeta, että tavoitteisiin päästiin ja validointi onnistui. 
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This study was made in The National Institute of Health and Welfare’s laboratory of Foren-
sic Toxicology in Tilkanmäki. The laboratory is specialized in drug and narcotics analyzes 
from biological matrix by using chromatographic-mass spectrometric methods. In addition 
to this, the laboratory uses methods based on immunological techniques and gas chroma-
tographic methods for alcohol testing. It is accredited by FINAS (Finnish Accreditation Ser-
vice) according to SFS-EN ISO/IEC 17025:2005 standard. The aim of this study was to add 
and validate 14 design drugs to ”Amfetamiinijohdannaisten seulonta ja pitoisuusmääritys 
verestä, seerumista ja virtsasta” GC-MS-method. Substances are amphetamine-type stimu-
lants and so contain similar components as amphetamine, so they were believed to fit to 
the method. Need for validation came up when it was noted that during the last year’s use 
of design drugs has gradually increased and the method needed to be expanded on part of 
the analytes. 
 
At the beginning, the suitability of the substances for the current method was tested by pro-
cessing samples with different concentrations according to the method guide with and with-
out blood matrix. Additionally, the distinctness of the substances was tested from other sim-
ilar type substances. Validation was performed within five days so that every day linearity 
was researched together with accuracy. In addition to this, on individual days stability, up-
per and lower limits of detection and quantitation and selectivity were researched. In the 
method 0.1 M HCl solution, which contained an internal standard, was added to the sample 
(200 µl). After this the sample was buffered to an alkaline solution and then extracted with 
toluene one by one using vortex at the same time so that the derivatizing reagent HFBA 
had time to react.  
 
The project and validation succeeded as expected and well as a whole. It is known, that 
amphetamine-type substances and synthetic cathinones are challenging to research be-
cause of their sensitivity, especially when it comes to design drugs. Most of the 14 sub-
stances could be validated to the quantitative level. Four substances were validated to the 
qualtitative level and the HMMA’s validation had to be excluded because the substance 
was not visible under 250 ng/ml concentration levels in the spectras. Due to the challenges 
of the substances, it can be said however, that the goals were achieved and the validation 
was a success.  
 
Keywords GC, gas chromatography, MS, mass spectrometry, design 
drugs, validation 
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Lyhenteet  
EMCDDA Euroopan huumausaineiden ja niiden väärinkäytön seurantakeskus. 
EU Euroopan unioni on talouden ja politiikan liittouma, jossa on mukana 28 
eurooppalaista jäsenvaltiota. 
Fimea Suomen lääkealan turvallisuus- ja kehittämiskeskus (Finnish Medicines 
Agency). 
FINAS FINAS (Finnish Accreditation Service) on Turvallisuus ja kemikaaliviraston 
(TUKES) akkreditointiyksikkö. 
GC-MS Kaasukromatografia-massaspektrometri (Gas Chromatography - Mass 
Spectrometry). 
HFBA Heptafluorivoihappoanhydridi on työssä käytetty derivatisointiaine. 
LC-MS-MS Nestekromatografia-tandemmassaspektrometria-laitteisto, johon on yhdis-
tetty kaksi massaspektrometria peräkkäin (Liquid Chromatography - Tan-
dem Mass Spectrometry). 
THL Terveyden ja hyvinvoinnin laitos. THL on FINAS:in akkreditoima laboratorio 
(T077). Menetelmät, joita laboratorio käyttää oikeustoksikologisissa palve-
luissaan, on akkreditoitu standardin SFS-EN ISO/IEC 17025:2005 mu-
kaan. 
  
TOF Lentoaika-detektori (Time of Flight) on yksi yleisimmistä massaerottelutek-
niikoista MS-laitteisoilla. 
TOR Ohjelmisto, mikä mahdollistaa vapaan internetin käytön anonyyminä. Tä-
män seurauksena pystytään kiertämään sensuuria ja toimimaan niin, ettei-
vät valtion viranomaiset tai mitkään muut toimijat voi selvittää käyttäjän 
henkilöllisyyttä. 
 
YK Yhdistyneet kansakunnat on hallitusten välinen maailmanlaajuinen järjestö
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1 Johdanto 
Opinnäytetyö tehtiin Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen (THL) Tilkanmäen toimipisteen 
oikeustoksikologiayksikössä. Laboratorio on erikoistunut biologisesta matriisista tehtä-
viin huumaus- ja lääkeainetestauksiin kromatografis-massaspektrometrisin menetelmin. 
Lisäksi laboratoriossa käytetään immunologisiin tekniikoihin perustuvia menetelmiä sekä 
kaasukromatografista menetelmää alkoholitestauksiin. Yksikössä tutkitaan ja testataan 
myös jätevesinäytteitä, joilla seurataan huumaus- ja lääkeaineiden alueellista käyttöä 
viemäriveteen liuenneista aineista. Näytteitä yksikköön saapuu poliisilta, sairaaloista, 
työterveydestä, opiskelijaterveydenhuollosta, vankiloista, puolustusvoimilta sekä yksityi-
siltä laboratorioilta. Yksikön toisessa laboratoriossa Kytösuontiellä tehdään oikeuslääke-
tieteelliseen kuolemansyyselvitykseen liittyviä toksikologisia tutkimuksia samankaltaisilla 
määritysmenetelmillä kuin Tilkanmäen laboratoriossa.  
Laboratorio on FINAS:in akkreditoima testauslaboratorio T077 SFS-EN ISO/IEC 
17025:2005 mukaisesti. Sen toimintaa arvioidaan joka vuosi niin sisäisillä tarkastuksilla 
kuin kolmannen osapuolen tarkastuksilla. Kaikki käytettävissä olevat menetelmät ovat 
validoitu kattavasti. Laitekantaan kuuluu useita GC-MS-laitteita, LC-MS/MS-laitteistoja, 
MS-TOF-laitteistoa sekä immunologisen menetelmän Viva Twin -laitteisto. Alkoholimää-
rityksissä käytetään headspace-GC-FID-laitteistoa. Henkilökuntaa yksikössä on noin 40, 
joista suurin osa on laboratorioanalyytikkoja, kemistejä sekä laborantteja.  
Validointi suoritettiin 14 muuntohuumeelle, jotka haluttiin lisätä ”Amfetamiinijohdannais-
ten seulonta ja pitoisuusmääritys verestä, seerumista ja virtsasta” -menetelmään. Mene-
telmä on ollut THL:n käytössä useita vuosia ja aika ajoin sitä täydennetään uusilla ai-
neilla. Varsinkin nyt, kun muuntohuumeiden kysyntä on ollut viime vuosien aikana nou-
sussa ja uusia aineita on ilmestynyt markkinoille, menetelmän täydentämisen tarve il-
meni. Validoinnin tarkoituksena on osoittaa, että menetelmä soveltuu halutuille uusille 
muuntohuumeille, jotta niitä voidaan jatkossa tutkia ja todeta rutiinianalyysejä tehtäessä. 
Projektin tavoitteena oli saada aineet uuttumaan oikein valitulla menetelmällä, saada nii-
den antamat piikit erottumaan toisistaan ja löytää niille omat tunnistuskriteerit, kuten re-
tentioajat sekä karakteriset ionit (kappale 6.1.2). Validoinnin myötä näitä 14:sta uutta 
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ainetta voidaan käyttää rutiinimäärityksissä, joko tarkemmassa määityksessä, eli kvanti-
tatiivisessa analyysissä (aineen olemassaolo sekä pitoisuus voidaan määrittää), tai kva-
litatiivisessa määrityksessä (jolloin voidaan todeta näytteen olemassaolo, mutta sille ei 
voida määrittää tarkkaa pitoisuutta). Kun aineet saadaan tuotua rutiinianalyysien pariin, 
voidaan tulevaisuudessa niiden pohjalta ilmoittaa näytteiden sisältämät tulokset katta-
vammin ja esimerkiksi rikostapauksissa antaa löydöksien perusteella perusteellisemmat 
selvitykset oikeuskäsittelyä varten.  
Projekti kesti noin 10 viikkoa ja validoinnin suoritus sekä opinnäytetyö kirjoitettiin sen 
aikana. Validointi suoritettiin viiden päivän aikana. Jokaisena päivänä tehtiin lineaari-
suusmittaukset ja toistotarkkuusmittaukset. Lisäksi yksittäisinä päivinä suoritettiin stabii-
lisuusmittaukset 32 tunnin ajalta sekä selektiivisyysmittaukset erilaisissa matriiseissa. 
Validointi suoritettiin kehittämispäällikkö Aino Kankaanpään tekemän validointisuunnitel-
man mukaisesti, joka pohjautuu Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen oikeustoksikologia-
yksikön validointiohjeistukseen. 
”Amfetamiinijohdannaisten seulonta ja pitoisuusmääritys verestä, seerumista ja virt-
sasta” -menetelmä perustuu erityisesti HFBA-derivatisointiaineen (heptafluorivoihap-
poanhydridi, kuva 2.) kykyyn derivatisoida amfetamiinijohdannaisia paremmin analysoi-
tavaan muotoon GC-MS-laitteistolle. Derivatisointi on johdoksen muodostamista, jolloin 
tutkittava aine muutetaan samankaltaiseksi johdokseksi. HFBA reagoi kuvan 1. mukai-
sesti yhdisteen kanssa muodostaen sidoksen amiiniosaan. Derivatisoinnin myötä ainei-
den lämmönsietokyky ja kromatografiset ominaisuudet, kuten erottuvuus, paranevat. 
Näin tulokset ovat tarkempia sekä selektiivisempiä. Näytteet uutetaan emäksisissä 
oloissa orgaaniseen liuottimeen, jolloin halutut aineet saadaan uutettua verimatriisista. 
[1; 2; 3.] 
 
Kuva 1. HFBA:n reaktio amfetamiinin NH2-ryhmän kanssa. 
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Amfetamiinijohdannaiset sekä synteettiset katinonit stimuloivat keskushermostoa, mistä 
aiheutuu piristävä ja huumaava vaikutus käyttäjälle. Ne voivat aiheuttaa erilaisia aistihar-
hoja sekä heikentää koordinaatio- ja päättelykykyä. Hyvän olon ja energisyyden ohella 
voi esiintyä haitallisia sivuvaikutuksia, kuten paranoiaa, masennusta, elinten vajaatoi-
mintaa sekä paniikkihäiriöitä. Tämä tekee näiden aineiden käyttäjistä arvaamattomia ja 
vaarallisia, koska heiltä puuttuu kontrolli tekemisistään. Erityisesti liikenteessä amfeta-
miinin kaltaisten huumausaineiden käyttö voi aiheuttaa todellisia vaaratilanteita. Tämän 
takia on tärkeää, että huumaus- ja lääkeaineiden käyttöä valvotaan ja tutkitaan, jotta 
voidaan saada selville niiden ominaisuuksia ja vaikutustapoja sekä ehkäistä väärinkäyt-
töä analyysitulosten perusteella annettavilla rangaistuksilla sekä terveydenhuollon 
avulla. [2; 4.] 
 
 
Kuva 2. HFBA:n eli heptafluorovoihappoanhydridin rakennekaava. 
2 Huumaus- ja lääkeaineanalytiikka Suomessa 
Tässä kappaleessa käsitellään lyhyesti huumaus- ja lääkeainetilannetta Suomessa, nii-
hin liittyvää lainsäädäntöä, huumaus- ja lääkeaineanalyysejä sekä opinnäytetyön pää-
matriisia eli verta. 
2.1 Huumausainetilanne Suomessa 
Huumausaineiden käyttöä ja siihen liittyviä mielipiteitä on Suomessa seurattu vuodesta 
1992 lähtien noin neljän vuoden välein. Huumeet Suomessa 2020 -ennakkotutkimuksen 
mukaan voidaan selkeästi huomata huumeiden käytön ja erityisesti yksittäisten huu-
mausainekokeilujen olevan kasvussa. Esimerkiksi huumausaineita kokeilleiden mies-
puolisten käyttäjien määrä on noussut 7 %:sta 20 %:iin 18 vuoden aikana (1992 - 2010) 
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ja nousu jatkuu tasaisena kummallakin sukupuolella. Amfetamiinien ja opioidien ongel-
makäyttäjiä on arvioiden mukaan 18 000 - 30 000 (2014). Vuonna 2015 kerättyjen tieto-
jen perusteella havaittiin 166 huumausainekuolemaa. Tyypillisimmin kuolema aiheutui 
opioidien sekä rauhoittavien käytöstä. Syitä käytön lisääntymiseen voivat olla muun mu-
assa tarjonnan lisääntyminen, humalahakuisen juomisen vähentyminen sekä kulttuurilli-
set syyt. Korkeakouluopiskelijoiden terveystutkimuksen (vuonna 2012) mukaan 19 % 
kaikista korkeakouluopiskelijoista on käyttänyt huumeita, joista yleisin on kannabis. In-
ternetin sekä verkkokauppojen kehityksen myötä erityisesti muuntohuumeiden hankinta 
on helpottunut, koska osa niistä on luokitukseltaan vain tavallisia kemikaaleja. Yleisim-
pien sekä tunnetuimpien huumausaineiden ostaminen taas tehdään salattujen sivusto-
jen ja TOR-verkon kautta. [24; 25; 27.] 
Alueellista huumeiden käyttöä tutkitaan muun muassa Terveyden ja hyvinvoinnin laitok-
sen oikeustoksikologiayksikön jätevesitutkimuksilla. Tutkimukset kattavat noin 45 % 
Suomen väestöstä, jolloin näytteiden kerääminen kohdentuu pitkälti suuriin kaupunkei-
hin. Tutkimusten perusteella on havaittu, että Etelä-Suomessa huumausaineiden käyttö 
on yleisempää kuin muualla maassa. Alueellisesti erot ovat suuret. Uskotaan, että tule-
vaisuudessa erityisesti muuntohuumeiden käyttöä voidaan tarkemmin seurata näillä tut-
kimuksilla. Jätevesi tutkimus on osa laajempaa kansainvälistä tutkimusta, jota organisoi 
suuret kansainväliset organisaatiot, kuten EMCDDA ja YK. [26.] 
Rattijuopumuksiin liittyviä huumausaineiden käyttöä on Suomessa tutkittu 1977 lähtien, 
mutta sen merkitys alkoi korostumaan vasta 1980-luvun puolessa välissä, kun huumei-
den käyttö lisääntyi Suomessa nopeasti. Nykyään liikenteessä jää vuosittain noin 4000 
suomalaista kiinni huumausaineiden vaikutuksen alaisena ajamisesta. Tyypillisimmin 
näytteistä havaitaan yleisimpiä huumausaineita sekä huumausainelain alla olevia lääke-
aineita, erityisesti bentsodiatsepiinejä sekä opiaatteja. [5; 6.] 
Euroopassa muuntohuumeiden käyttö ja esiintyvyys on ollut kasvussa jo pitkään. 
Vuonna 2016 valmistuneen seurantaraportin (Euroopan huumausaineiden seurantakes-
kus) mukaan Euroopan unionin alueelta löydettiin 66 uutta psykoaktiivista ainetta, jolloin 
seurattavien aineiden määrä nousi yhteensä yli 620 aineeseen (kuva 3.). Euroopan unio-
nin huumevirasto ilmoitti havainneensa vuosina 2005 - 2015 yli 560 muuntohuumeen 
markkinoille tulon. Suurin osa (noin 70 %) aineista on tunnistettu tuona aikana menetel-
mien ja tunnistustapojen kehittyessä. [7; 8.] 
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Kuva 3. Kuvio uusien psykoaktiivisten aineiden lukumääristä vuosina 2006 - 2014, kun ne on 
ilmoitettu EMCDDA:n (Euroopan huumausaineiden ja niiden väärinkäytön seurantakes-
kus) järjestelmään.  
Muuntohuumeiden lisääntyvä käyttö huolestuttaa niin viranomaisia kuin huumemaail-
massa toimivia käyttäjiä niiden vaarallisuuden takia, vaikka niiden osuus onkin suoma-
laisten huumeiden käytössä vain marginaalinen osuus. Aineita ei voida täysin varmasti 
tuntea ja annostus on haastavaa, ja tämä lisää pelkoa niitä kohtaan. Tämä vaikeuttaa 
myös hoitoon joutuneiden huumeiden käyttäjien auttamista, koska käyttäjä ei välttämättä 
tiedä, mitä ainetta on saanut ja hoitohenkilökunnalla ei ole välineitä aineiden tunnistami-
seen. 
Joulukuussa 2008 Suomessa havaittiin ensimmäistä kertaa MDPV:tä (eli 3,4-metyleeni-
dioksipyrovaleronia, kuva 4.), joka sai seuraavan vuoden aikana suuren suosion erityi-
sesti nuorempien huumausaineita käyttävien aikuisten keskuudessa niin kutsuttuna sek-
sihuumeena. Tämän myötä lakia pyrittiin muutamaan mahdollisimman nopeasti ja näin 
MDPV:stä tuli ensimmäinen huumausaineeksi luokiteltu muuntohuume Suomessa. Tä-
män jälkeen MDPV:n käyttö hiipui, mutta sille jäi oma pieni käyttäjäryhmänsä jäljelle. 
Sen jälkeen ymmärrettiin, että lainsäädäntöä pitää muokata nykyisen maailman menon 
mukaan, jotta voidaan havaita ja ennaltaehkäistä muuntohuumeiden tuomia ongelmia 
nopeammin. [9.] 
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Kuva 4. MDPV:n rakennekaava. 
2.2 Huumausainelainsäädäntö 
Huumausaineita, muuntohuumeita ja kuluttajamarkkinoilta kiellettyjä psykotrooppisia ai-
neita eli KKP-aineita säädellään niin kansallisilla kuin kansainvälisillä laeilla. Niiden tar-
koituksena on varmistaa huumausaineiden oikea käyttö ja ehkäistä väärinkäyttöä rikolli-
suutta. Aineet luokitellaan laissa eri kategorioihin ominaisuuksistaan riippuen.  
 
Suomen huumausainelain (373/2008) 5 §:n yleiskiellon mukaan huumausaineeksi 
määritellyn aineen tuotanto, valmistus, tuonti Suomen alueelle, vienti Suomen alueelta, 
kuljetus, kauttakuljetus, jakelu, kauppa, käsittely, hallussapito ja käyttö on kielletty. Kiel-
lon rikkominen on säädetty rangaistavaksi rikoslain (39/1889) 50 luvussa. 
 
Kuitenkin tutkimus-, lääkintä- ja valvontaperäinen käyttö on sallittua, mutta luvanvaraista. 
Lääkealan turvallisuus- ja kehittämiskeskus Fimea, joka on Suomen ainoa toimivaltainen 
huumausaineiden lupamenettelyistä vastaava viranomainen, myöntää kyseiset luvat ja 
valvoo niiden toteutumista.  
 
Huumausainelakia on viimeisen viiden vuoden aikana muutettu kolmesti muuntohuumei-
den määrän lisäämän terveysuhan takia. Vuoden 2011 jälkeen yli 300 ainetta on lisätty 
huumausainelakiin joko huumausaineiksi tai KKP-aineiksi. Fimea, THL ja Tulli tekevät 
yhteistyötä, jotta uusia aineita voidaan tunnistaa ja saattaa lain piiriin mahdollisimman 
nopeasti valtioneuvoston avustuksella. [10; 11; 12; 13.] 
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2.3 Huumaus- ja lääkeainetestaukset 
Huumaus- ja lääkeaineita testataan Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksella palvelutoimin-
tana biologisesta materiaalista, kuten verestä, virtsasta, hiuksista tai syljestä. Tarkoituk-
sena on havaita testihenkilön elimistöstä tiettyjä aineita tai niiden aineenvaihduntatuot-
teita. Yleisimmät testauskohteet ovat huumausaineita- ja lääkeaineita, mutta näiden li-
säksi tutkitaan kuluttajamarkkinoita kiellettyjä psykotrooppisia aineita (KKP-aineita) sekä 
harvoissa tapauksissa steroideja ja dopingia. Aineiden havaitseminen riippuu täysin siitä, 
kuinka pian käytön jälkeen näyte on otettu, näytteen laadusta (veri, virtsa tms.) ja kuinka 
kauan se säilyy elimistössä. Kun ei tiedetä, mitä yhdistettä/yhdisteitä näytteistä tutkitaan, 
on suositeltavaa tehdä laaja huumaus- ja lääkeaineseulonta, jolloin näytteistä tutkitaan 
satoja aineita. Pikatesteillä saadut tulokset taas voidaan varmentaa yksittäisten aineryh-
mien testeillä. Tutkimusmenetelmät ovat kromatografis-massaspektrometrisiä sekä esi-
merkiksi immunologisia menetelmiä. Alla olevassa taulukossa 1. on kerrottu tunnetuim-
pien päihteiden säilymisaika ihmiskehossa ja kuvassa 5. on muutaman aineen rakenne-
kaava. [14.] 
Taulukko 1. Tunnetuimpien huumausaineiden sekä alkoholin säilyminen ihmiskehon eri erit-
teissä.  
Aine Virtsa Karvat Veri/Sylki 
Alkoholi 6 - 24 tuntia enintään 1 kuukausi 12 - 24 tuntia 
Amfetamiini 1 - 5 päivää enintään 1 vuosi 12 tuntia 
Metamfetamiini 3 - 5 päivää enintään 1 vuosi 1 - 3 päivää 
MDMA 72 tuntia enintään 1 vuosi 24 tuntia 
Kannabis 2 - 30 päivää enintään 1 vuosi 2 - 14 päivää 
Kokaiini 2 - 5 päivää enintään 1 vuosi 2 - 5 päivää 
Heroiini 1 - 4 päivää enintään 1 vuosi 1 - 2 päivää 
LSD 12 - 24 tuntia ei havaittavissa 24 tuntia 
Havaitsemisaika on riippuvainen monesta tekijästä, esimerkiksi aineen ryhmästä, käyte-
tystä annoksesta sekä käyttäjän fyysisistä ominaisuuksista. Osa aineista pystytään ha-
vaitsemaan suoraan näytematriisista itsestään, mutta yleensä näytteelle suoritetaan esi-
käsittely, jotta näyte saadaan testattavaan muotoon. Yleisimmin käytetään erilaisia 
neste-nesteuuttoja. Näytteistä tehdään aina analyysi kahdella rinnakkaisella menetel-
mällä, jotta voidaan varmistua tulosten oikeellisuudesta. Epäselvissä tai ristiriitaisissa 
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tilanteissa näytteistä tehdään aina uusintamääritykset. Näytteitä säilytetään kylmässä 1 
- 12 kuukautta näytteen tyypistä riippuen, koska myöhemmin voi tulla vastaan tilanteita, 
joissa näytteitä täytyy tutkia uudestaan. [15.] 
 
Kuva 5. Amfetamiinin, MDMA:n, MDEA:n, katinonin sekä MBDB:n rakennekaavat. 
2.4 Verimatriisi 
Verinäyte (kuva 6.) sopii näytematriisiksi, kun halutaan tutkia lähiaikoina tapahtunutta 
päihteiden käyttöä, halutaan tarkemmin tutkia yhdisteiden pitoisuuksia tai arvioidaan 
henkilön akuuttia päihtymystilaa. Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen oikeustoksikolo-
giayksikössä verinäytteistä tutkitaan laaja seulonta sekä spesifisti yksittäisiä aineryhmiä. 
Näytettä toivotaan olevan vähintään 4 ml, jotta tarvittavat analyysit sekä varmennukset 
saadaan vaivatta tehtyä. Kun tutkitaan kokoverta, putkessa on käytettävä tarpeeksi hyy-
tymisenestoainetta, kuten kaliumoksalaattia tai natriumfluoridia. Verinäytteet tulee säilyt-
tää jääkaappilämpötilassa, jotta taataan näytteiden säilyvyys. Jos näytteitä halutaan säi-
lyttää pidemmän aikaa, ne tulee pakastaa. Näytteiden käsittelyä ja säilytystä koskevat 
tartuntavaarallisten näytteiden turvallisuusohjeet, koska ne ovat ihmisperäisiä näytteitä 
ja voivat sisältää taudinaiheuttajia. Verinäyte on haastava näytematriisina, mutta se hei-
jastelee elimistön sisältämää pitoisuutta paremmin kuin virtsanäytteet, joka on aiemmin 
ollut yleisempi näytematriisi. [3; 14.]  
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Kuva 6. Verinäyte näytteenottoputkessa. Laboratorioon saapuessa näytteet kirjataan järjestel-
mään ja niille annetaan oma näytenumero. Kaikki näytteen tiedot ovat liitettynä putkeen 
kiinnitettävään viivakooditarraan.  
3 Analysoitavat aineet 
Muuntohuumeet ovat aineita, jotka rakenteeltaan ja ominaisuuksiltaan muistuttavat huu-
mausainelain alaisia aineita. Niitä ei kuitenkaan koske sama laki, koska kyseiset aineet 
ovat yleensä uusia ja niitä ei välttämättä ole ehditty lisätä huumausainelakiin. Niitä val-
mistetaan synteettisesti ja voidaan huumeiden tapaan jakaa useampaan ryhmään ra-
kenteensa mukaan. Toisinaan ne ovat teollisuus- tai tutkimuskemikaaleja, joita saa pe-
riaatteessa hankittua kaikkialta. Erilaisia ryhmiä ovat muun muassa fenetyyliamiinit, ka-
tinonit, tryptamiinit, piperatsiinit, opioidit ja kannabioidit. Yleisimmät muuntohuumeet 
Suomessa ovat MDPV sekä alfa-PVP, vaikkakin niiden käytön määrät ovat laskeneet 
viime vuosina. 
 
Tällä hetkellä uusia muuntohuumeita ilmaantuu markkinoille todella nopeasti. Vaikka 
niitä myydään kuluttajalle houkuttelevina paketteina, ne eivät välttämättä sisällä sitä ai-
netta, mitä etiketissä luvataan. Ne voivat myös sisältää erilaisia lisättyjä täyteaineita, ku-
ten erilaisia jauhoseoksia ja rotanmyrkkyä. Muuntohuumeiden vaikutukset voivat olla voi-
makkaita ja lyhytkestoisia, joten aineita joutuu ottamaan useasti jatkuvan päihtymyksen 
ylläpitämiseksi. Suurin osa muuntohuumeista hankitaan internetin kautta samoja reittejä, 
kuin tavanomaiset huumeet. Internetkaupat sijaitsevat ympäri maailmaa, mutta suurim-
mat myyntimäärät tulevat Kiinasta. 
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Markkinoilla on tarjolla muuntohuumeita hyvin monessa muodossa. Vaikka Suomessa 
ylivoimaisesti eniten tavataan valkoisia jauheita, ne voivat olla myös tabletteja, kapse-
leita, nesteitä tai tahnoja. Stimulantit, kuten amfetamiinijohdannaiset ja katinonit, ovat 
tyypillisesti jauheena tai ekstaasin (MDMA) tavoin tabletteina. Myöskin aineiden käyttö-
menetelmät vaihtelevat paljon; tyypillisimpiä tapoja ovat injektointi, nieleminen, nuuskaa-
minen ja polttaminen. Koska muuntohuumeiden annostelu on todella haastavaa, käy-
töstä seuraavat oireet voivat olla jo ensimmäisellä kerralla voimakkaat ja äärimmäiset.  
 
Muuntohuumeita kutsutaan myös design-huumeiksi, uusiksi psykoaktiivisiksi aineiksi 
sekä tutkimuskemikaaleiksi. Englannin kielellä muuntohuumeet tunnetaan nimellä de-
sign drug ja new psycoactive substances. YK:n huumausainesopimuksessa näitä aineita 
ei mainita, mutta YK ja EU luokittelevat kaikki sopimuksen ulkopuolella olevat aineet tä-
hän ryhmään. [5; 11; 16.] 
3.1 Kuluttajamarkkinoilta kielletyt psykotrooppiset aineet 
Vuonna 2014 huumausainelakiin lisättiin kohta kuluttajamarkkinoilta kielletyistä psyko-
trooppisista aineista eli KKP-aineista. Tähän kategoriaan aineiden lisääminen on nope-
ampaa ja helpompaa, jolloin aineita lisätään siihen yleensä useampi kerrallaan. Tämän 
kategorian aineiden valmistus, tuonti, myyminen, valmistaminen ja luovuttaminen ovat 
kiellettyä. Kuitenkaan niiden hallussapito ja käyttö eivät ole kiellettyä. Nämä ovat päihty-
miseen käytettäviä aineita ja ne voivat olla erittäin haitallisia terveydelle. Suurimmalle 
osalle näistä aineista ei varsinaisesti ole käyttötarkoitusta teollisuudessa tai kaupallisissa 
tarkoituksissa. Niiden vaarallisuusaste ei tarkasteluvaiheessa välttämättä ole niin suuri 
kuin vaarallisimmilla aineilla, mutta haittoja pyritään silti ehkäisemään ja aineita lisätään 
lain alaisiin listoihin. Myöhemmin ne siirtyvät virallisten huumausaineiden listoille, jos 
tälle nähdään tarvetta esimerkiksi suurten haittojen takia. [10; 16.] 
3.2 Synteettiset katinonit 
Synteettiset katinonit stimuloivat keskushermostoa, josta seuraa erilaisia aistiharhoja 
sekä huumaava kokemus. Tyypillisimmät oireet ovat paranoia, erilaiset hallusinaatiot, 
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libidon lisääntyminen, paniikkihäiriöt, masennus, tärinä, univaikeudet sekä hourailu. Li-
säksi rytmihäiriöt, rinta- ja sisäelinkivut, nestehukka ja kohonnut verenpaine rasittavat 
synteettisten kationien käyttäjiä. Nämä aineet toimivat piristeinä ja lisäävät henkilön ak-
tiivisuutta käytettäessä. Aineet ovat tyypillisesti kidemäisiä ja ne ovat saaneet lempi-
nimekseen ”Bath Salts” eli kylpysuolat (kuva 7.). Molekyylirakenteeltaan ne muistuttavat 
pureskeltavan Khat-lehden sisältämää katinonia. Tämä muinainen kasvi on alun perin 
ollut laajalti käytössä Itä-Afrikassa ja Arabimaissa. Se on suosittua miedon, mutta stimu-
loivan vaikutuksensa takia. Synteettiset katinonit ovat yleensä monin kerroin vahvempia 
kuin luonnollinen katinoni. 
 
Tämän tyylisiä aineita kehitellään jatkuvasti lisää, koska niillä haetaan samoja vaikutuk-
sia ja ominaisuuksia, kuin kalliimmilla huumausaineilla (amfetamiini, kokaiini). Samalla 
pyritään kiertämään lakia, koska ne eivät vielä ole laittomia aineita. Varsinkin katukau-
poissa synteettisiä katinoneja myydään joko omalla nimellään tai tunnetumpien huu-
mausaineiden nimillä. Bliss, Blue Silk, Cloud Nine, Lunar Wave, Meow, Red Dove, Va-
nilla Sky ovat muutamia katunimiä, joita näistä aineista käytettään. Synteettisten katio-
nien maailma on vielä hyvin tutkimaton, mutta koska niillä on samankaltaisia ominaisuuk-
sia kuin tunnetuilla huumausaineilla (amfetamiini, kokaiini, MDPV), niiden käyttäytymistä 
ja ominaisuuksia pystytään päättelemään ja ennustamaan. Lisäksi tutkimusmenetelmät 
kehittyvät jatkuvasti, jolloin yksittäisille aineille pystytään selvittämään niille spesifejä 
ominaisuuksia. [4; 9; 12; 16.] 
 
 
Kuva 7. Yhdysvaltojen huumepoliisin DEA:n ottama kuva kiteisestä muuntohuumeesta. Kidera-
kenteen takia osasta muuntohuumeista käytetään nimitystä ”Bath Salts”. 
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3.3 Validointiin sisältyneet aineet 
Validointi koski 14 muuntohuumetta, jotka eivät aiemmin kuuluneet ”Amfetamiinijohdan-
naisten seulonta ja pitoisuusmääritys verestä, seerumista ja virtsasta” -menetelmään. 
Aineiden nimiä, ominaisuuksia ja rakennekaavoja on listattu alla olevaan taulukkoon 2. 
Taulukko 2. Validoitavien muuntohuumeiden nimet, rakennekaavat, CAS numero sekä mooli-
massa. 
Nimi Yhdisteen 
nimi (engl.) 
Rakennekaava CAS numero Moolimassa 
(g/mol) 
alfa-PBP α-Pyrroli-
dinobu-
tiophenone 
C14H19NO 
 
13415-54-8 217,306 
alfa-PHP α-Pyrrolidino-
hexiophe-
none, PV-7 
C16H23NO 
 
13415-86-6 245,37 
alfa-PHPp 1-Phenyl-2-
(1-pyrroli-
dinyl)-1-hep-
tanone 
C17H25NO 
 
13415-55-0 259,39 
alfa-PPP α-Pyrroli-
dinopropio-
phenone 
C13H17NO 
 
19134-50-0 203,28 
alfa-PVT α-Pyrroli-
dinopentiot-
hiophenone 
C13H19NOS 1400742-66-6 237,36 
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bk-MDMA 3,4-methyle-
nedioxy-N-
methylcathi-
none, methy-
lone 
C11H13NO3 
 
1860-79-5 
(raseeminen 
seos) 
191916-41-3 
 
207,23 
bk-
MMBDB 
1-
(Benzo[d][1,3
]dioxol-5-yl)-
2-(dimethyla-
mino)butan-
1-one, 
dibuthylone 
C13H17NO3 
 
802286-83-5 235,28 
bk-MDEA 3,4-methyle-
nedioxy-N-et-
hylcathinone, 
ethylone 
C12H15NO3 
 
1112937-64-0 221.25 
bk-MBDB β-keto-N-
methylbenzo-
dioxolylbuta-
namine, 
buthylone 
C12H15NO3 
 
802575-11-7 221,25 
4-F-alfa-
PVP 
4'-Fluoro-α-
pyrroli-
dinopen-
tiophenone 
C15H20FNO 
 
850352-31-7 249,33 
4-Cl-alfa-
PVP 
4-Chloro-
alpha-pyrroli-
dinovale-
rophenone 
C15H20ClNO 5537-17-7 265,78 
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4-F-me-
tyyli-
fenidaatti 
methyl 2-(4-
fluoro-
phenyl)-2-(pi-
peridin-2-
yl)acetate 
C14H18FNO2 
 
1354631-33-6 251,3 
Isopro-
pyyli-
fenidaatti 
DL-threo-Ri-
talinic Acid 
Isopropyl Es-
ter 
C16H23NO2 
 
93148-46-0 261,37 
4 GC-MS-analyysitekniikka 
4.1 Kaasukromatografia 
Kromatografia on menetelmä, jossa analyyttien pitoisuudet saadaan määritettyä jaka-
malla näyte analyysissä komponenteikseen. Erottuminen tapahtuu kolonnissa, kun sta-
tionäärifaasi sekä liikkuva faasi ovat vuorovaikutuksessa keskenään. Näyte erottuu, 
koska se tarttuu stationäärifaasiin ja heikommin tarttuvat osat irtoavat nopeammin kuin 
vahvemmin tarttuvat. Erottuvuus määräytyy aineen ominaisuuksien sekä kolonnin raken-
teen mukaan.  
Kaasukromatografiassa liikkuva faasi on kaasu. Tällöin stationäärifaasi on joko neste tai 
kiinteä. Näyte höyrystetään injektorissa ja syötetään sen jälkeen kolonniin, jossa joko 
aineiden liukoisuus- tai adsorptio-ominaisuudet määrittävät aineen liikkumisen kolon-
nissa. Kantajakaasun avulla näyte siirtyy injektorista kolonniin. Kantajakaasu on erittäin 
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puhdasta kaasua, yleensä heliumia tai typpeä, ja ne ovat inerttejä. Adsorbenttipatruu-
noilla poistetaan erilaiset epäpuhtaudet, kosteus sekä happi, jotka vahingoittavat kolon-
nia sekä haittaavat näytteiden analysointia. Kapillaarikolonnit ovat yleisimmin käytettyjä 
kolonneja kromatografisissa menetelmissä. Ne ovat tyypillisimmin 20 - 30 m pitkiä ja 
sisähalkaisijaltaan 0,2 - 0,7 mm. Kolonni on silikaa ja se on päällystetty polyimidillä, joka 
on mekaanisesti erittäin kestävää. Kuvassa 8. on esitelty yksinkertaistettu kaasukroma-
tografin rakennekaavio. [17, s. 183 - 195.] 
 
Kuva 8. Kaasukromatografin yksinkertaistettu rakennekaavio.  
4.1.1 Näytteensyöttö 
Injektiotekniikoita on useita, mutta keskeisimmät tekniikat ovat jakoinjektio, suorainjektio 
ja kolonniin injektio. Jakoinjektiossa vain pieni osa höyrystyneestä näytteestä menee ko-
lonniin. Suorainjektiossa ja kolonniin injektiossa koko näytemäärä kulkeutuu kolonnille, 
joten pitoisuudet eivät saa olla suuria näitä menetelmiä käytettäessä.  
Jakoinjektiossa näytteet höyrystyvät nopeasti kaasumuotoon injektorin korkean lämpöti-
lan vuoksi. Kyseinen lämpötila on lähellä aineen kiehumispistettä, koska liian matala 
lämpötila voi muuttaa näytteen aerosoliksi ja liian kuuma voi hajottaa aineen. Injektointi 
tapahtuu septumin läpi, joka estää kaasun karkaamisen. Injektoitaessa jakoventtiili pide-
tään auki, jolloin suurin osa kantajakaasusta virtaa kolonnin ohi ja näin vain pieni osa 
näytteestä siirtyy kolonniin. [17, s. 186 - 190.] 
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4.1.2 Deans’ Switch -tekniikka 
Deans’ Switch (kuva 9.) on kromatografiassa käytetty kaasuvirtauksensäätelymeka-
nismi, jolla säädetään kantajakaasun virtausta mekaanisten venttiilien sijaan. Tämän li-
sää menetelmän inerttiyttä, auttaa kolonnia säilymään paremmin sekä parantaa tulosten 
laatua. Erityisesti verimatriiseissa, joissa on paljon päällekkäisiä aineita, Deans’ Switchin 
käyttö on suotavaa, koska se parantaa tulosten resoluutiota. Tekniikassa paineita sää-
tämällä kantajakaasu ohjataan välillä ulos laitteelta restriktorin kautta. ON-asennossa 
näyte ohjautuu kolonniin ja sitä kautta massaspektrometrille. [18; 19.] 
 
Kuva 9. Deans’ Switchin toimintaperiaate. Kuvassa ylhäältä vasemmalta tulee kolonnin virtaus 
sisään. Kolonni yhdistyy Deans’ Switchiin ennen massaspektrometrille siirtymistä, jossa 
Faux1:n ja Faux2:n kautta kulkeva ilmavirta ohjaa haluttuina aikaväleinä kolonnilta tulevan 
kaasuvirtauksen Foff:iin.  
4.2 Massaspektrometria 
Varattujen hiukkasten käyttäytyminen sähkö- ja magneettikentässä on perusta massa-
spektrometrian teorialle. Näyte on saatettu kaasumuotoon, jonka jälkeen sitä pommite-
taan elektronisuihkulla ja tällöin molekyylin rakenne hajoaa pienemmiksi osasiksi. Nämä 
osaset kiihdytetään, kootaan ja singotaan kvadrupolin läpi, jossa ne erottuvat niiden m/z-
jakauman suhteen. Molekyylien ja hajonneiden osasten massa vaikuttaa niiden lentora-
taan ja ne osuvat detektorilla eli ilmaisimella eri kohtiin. Tällöin saadaan massaspektri, 
joka muodostuu molekyylien määrän, massan ja retentioajan mukaan. Piikkien korkeus 
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ilmaisee määrää. Massaspektrometriaa käytetään erityisesti orgaanisten yhdisteiden 
identifioimiseen sekä konsentraation määrittämiseen. Se on herkkä ja tarkka menetelmä. 
Yleinen periaate on, että jos yhdiste sopii kaasukromatografiaan, se sopii myös massa-
spektrometriaan. [17, s. 122 - 128; 20.] 
4.2.1 Elektroninen ionisaatio 
Elektronisessa ionisaatiossa (EI) kaasumuodossa oleva näyte saatetaan ionimuotoon 
sinkoamalla kaasukromatografilta tuleva näytevirtaus kuumennetun filamentin eli hehku-
langan läpi. Kaasumaisen näytteen aineet ionisoituvat, kun niihin osuu filamentista irtoa-
via elektroneja 70 eV energialla. Tämän jälkeen ionit fragmentoidaan eli osioidaan ennen 
johtamista detektorille. [17, s. 124.] 
4.2.2 SIM-menetelmä 
SIM-menetelmä (selected-ion monitoring) on TIC-menetelmän (total ion chromatogram) 
kanssa kaksi yleisintä mittauksissa käytettävää perusmenetelmää. Siinä seurataan yh-
den tai useamman massaluvun avulla signaalia tietyssä aikaikkunassa. Näin menetel-
män herkkyyttä ja selektiivisyyttä voidaan parantaa, koska tutkitaan vain valittuja ioneja. 
Ionit valitaan sen mukaan, mikä on tyypillinen yhdisteelle, mutta joita ei esiinny taustassa 
tai viereisissä aineissa. [17, s. 207; 21.] 
5 Laitteet ja reagenssit 
Työssä käytettiin vain muutamia analyysilaitteita sekä pienlaitteistoa. Alla on listattu lait-
teet, niiden valmistajat sekä tarkempia tietoja. 
5.1 Käytetyt laitteet 
Kaasukromatografi-massaspektrometri: 
• Agilent Technologies 6890N Network GC System 
• Agilent Technologies 5975B Inert XL EI/CI MSD 
• Deans’ Switch 
• Kolonnit: 
o DB-35MS, pituus 5 m, I.D. 0,32 mm, filmi 0,25 µm 
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o DB-5MS, pituus 15 m, I.D. 0,25 mm, filmi 1 µm 
o Deaktivoitu putki (Hukkaputki) 3,2 m, 0,18 mm 
• Paineet laitteessa: 
o I-pylvään päässä 21,2 psi 
o Deans’ Switch 20,2 psi 
Sentrifugi: 
• Eppendorf 5810 
Koeputkisekoittaja: 
• Vortex Genie 2 
Puhdasvesilaite: 
• Elga Medica DV 25 
Haihdutin: 
• Biotage TurboVap LV 
Automaattipipetit: 
• Thermo Scientific Finnpipette, 0,5 - 10 µl, 15 - 300 µl, 200 - 1000 µl, 1 - 5 ml 
 
5.2 Käytetyt reagenssit: 
Asetonitriili (CH3CN) 
• Säilytys huoneenlämmössä. 
• Valmistaja: Honeywell. 
Metanoli (CH3OH) 
• Säilytys huoneenlämmössä. 
• Valmistaja: VWR Chemicals. 
Tolueeni (C7H8) 
• Säilytys huoneenlämmössä. 
• Valmistaja: VWR Chemicals. 
Kaliumhydroksidi (KOH) 
• Säilytys huoneenlämmössä. 
• Valmistaja Merck 5033. 
Vetykloridi (HCl) 
• Säilytys huoneenlämmössä erillään liuottimista. 
• Valmistaja: VWR Chemicals. 
Natriumvetykarbonaatti (NaHCO3) 
• Säilytys huoneenlämmössä. 
• Valmistaja Merck 6329. 
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Heptafluorivoihappoanhydridi (HFBA, engl. heptafluorobutyric anhydride) 
• Derivatisointiaine. 
• Säilytys huoneenlämmössä vetokaapissa olevassa eksikaattorissa, jotta aine ei 
pääse kosketuksiin kosteuden kanssa. 
• Valmistaja: Fluka 9653. 
Metamfetamiini D-5, 1 mg/ml 
• Sisäinen standardi. 
• Säilytetään avaamattomana kylmähuoneessa ja avattuna pakkasessa. 
• Valmistaja: Chiron A/S. 
Puhdas vesi 
• Saadaan laboratorion puhdasvesilaitteesta. 
• Säilytys huoneenlämmössä. 
Lampaan veri 
• Veri saadaan THL:n tukipalveluyksiköstä. 
• Säilytetään kylmähuoneessa. 
5.3 Reagenssiliuosten valmistus 
Menetelmää varten valmistetaan viisi liuosta, joita käytetään näytteiden puskurointiin, 
uuttoon sekä sisäisen standardin lisäämiseen. Alla on esitetty niiden valmistusohjeet. 
10 M KOH 
Liuotetaan 56,1 g KOH:a 100 ml:aan puhdasta vettä. Sekoitetaan magneettisekoittimella 
ja pullotetaan. Liuos säilyy 12 kuukautta huoneenlämmössä. 
0,1 M HCl 
Laimennetaan 2,15 ml:aa väkevää suolahappoa 250 ml:ksi puhtaalla vedellä mittapul-
loon. Mittapullon pohjalle lisätään noin puolet vedestä, sitten happo ja lopuksi pullo täy-
tetään merkkiin saakka. Liuos säilyy huoneenlämmössä 12 kuukautta. 
 
                                                             20 
 
  
Puskuriliuos 
Liuotetaan 10 µl 10 M KOH:ia sekä 990 µl kylläistä NaHCO3 -liuosta dekantterilasiin. 
Kylläinen NaHCO3-liuos valmistetaan astiaan, jossa on puhdasta vettä noin 20 ml, lisä-
tään NaHCO3-liuosta niin paljon, että se sakkaantuu pohjalle ja näin ollen on kylläinen. 
Liuosta valmistetaan näytemäärän mukaan juuri ennen käyttöä, koska liuos ei säily pit-
kään. 
Uuttoliuos 
Uuttoliuosta tehdään 404 µl per näyte, jolloin siihen lisätään 400 µl tolueenia ja 4 µl 
HFBA:ta. Tämä määrä kerrotaan näytteiden lukumäärällä, jotta liuosta saadaan tehtyä 
kerralla kaikille näytteille oikea määrä. Liuos valmistetaan juuri ennen uuttoa, koska sen 
säilyvyys on huono. 
Sisäisen standardin liuos 
Näytteisiin lisättävään 50 µl:aan  0,1 M HCl:ää lisätään 0,05 µl metamfetamiini D-5:sta. 
Tätä liuosta tehdään yli tarpeen, jotta se riittää varmasti kaikille näytteille yhdellä kerralla. 
6 Työn toteutus ja tulokset 
Validointi suoritettiin validointisuunnitelman mukaan. Alussa perehdyttiin menetelmään, 
tutkittiin aineiden sopivuutta näytteenkäsittelyyn sekä valittiin karakteriset ionit kaikille 
aineille SIM-menetelmää varten. Tämän jälkeen validointi voitiin suorittaa. 
6.1 Menetelmä 
Menetelmä ”Amfetamiinijohdannaisten seulonta ja pitoisuusmääritys verestä, seeru-
mista ja virtsasta” on kehitetty Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen oikeustoksikolo-
gianyksikössä vuonna 2004 ja sitä ollaan vuosien varrella muokattu paremmaksi sekä 
tehokkaammaksi. Menetelmän avulla näytteistä voidaan tunnistaa ja kvantitoida amfeta-
miinijohdannaisia. Menetelmä on akkreditoitu sekä validoitu ja se kuuluu mukautuvaan 
                                                             21 
 
  
pätevyysalueeseen analysoitavien aineiden osalta. Tästä johtuen akkreditoituun mene-
telmään voidaan lisätä uusia aineita pätevyyden arviointien välissä, kunhan ne ensin 
validoidaan menetelmään. [3.] 
6.1.1 Työn kulku 
Työssä tutkittaville aineille ei ollut erikseen valmiita käyttöliuoksia, joten jokaiselle ai-
neelle valmistettiin 1 mg/ml oleva kantaliuos metanoliin. Näistä kantaliuoksista tehtiin alla 
olevan kuvan 10. mukaisesti validointikokeita varten liuokset 5 ml koeputkiin ja niihin 
lisättiin 50 µl 0,1 M HCl:ää. Liuokset haihdutettiin haihduttimessa 60 C asteessa pikai-
sesti niin, että metanoli haihtui pois. Tämän jälkeen putkiin lisättiin puhdasta lampaan 
verta eli nollaverta 200 µl, jotta tilavuus vastasi näytteiden tilavuutta.  
 
Kuva 10. Standardiliuosten laimennuskaavio. 
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Validoinnissa tutkitut näytteet (200 µl) ovat lampaan vereen sekoitettuja liuoksia eri pi-
toisuuksilla. Ne valmistetaan samalla tavalla kuin standardiliuokset. Näytteisiin lisätään 
haihdutuksen jälkeen 200 µl puskuriliuosta ja tämän jälkeen jokaiseen näytteeseen lisä-
tään yksitellen uuttoliuosta samalla vorteksoiden näytettä 15 sekunnin ajan. Sekoitus 
täytyy tehdä samalla kun näytteeseen lisätään uuttoliuos, koska siihen lisätty HFBA (de-
rivatisointiaine) reagoi sekunneissa, jolloin sen täytyy heti lisäyksen yhteydessä olla koko 
näytteeseen kontaktissa. Näytteet sentrifugoidaan viisi minuuttia 3500 rpm nopeudessa. 
Näytteistä pipetoidaan pienillä sisäputkilla varustettuihin vialeihin 100 µl ja viedään ana-
lysoitavaksi GC-MS:lle. Tarvittaessa nesteiden erottumista voidaan helpottaa jäädyttä-
mällä verifaasi altaassa, jonne on lisätty etanolia sekä hiilihappojäätä.  
GC-MS-laitteella suoritetaan aina ennen jokaista ajoa Air & Water Check, jotta voidaan 
olla varmoja laitteen toimivuudesta. Tämä testi kuuluu tyypillisesti kaasukromatografien 
päivittäisiin tarkastuksiin, jotta nähdään, onko kolonnissa tai laitteistoissa vuotoja tai vi-
koja. Vuototilanteessa tämä testi ilmoittaa veden, hapen tai typen suhteellisen osuuden 
suuremmaksi kuin sallittu 5. Näytteet ajetaan laboratoriohenkilökunnan aiemmin kehittä-
mällä ajometodilla, jonka ajo-ohjelma on tiivistettynä alla olevassa kuvassa 11. 
 
Kuva 11. Menetelmän ajo-ohjelman tiedot. 
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6.1.2 Karakteristen ionien valintakokeet 
Karakteristen ionien valinta suoritettiin ennen validointia. Ne ovat ioneja, jotka ovat mah-
dollisimman spesifejä jokaiselle aineelle. Niitä voidaan käyttää, kun tutkitaan massa-
spektrejä, ja tarvitaan saman retentioajan omaaville aineille keino erottaa ne toisistaan. 
Valmistettiin jauhemaisista puhdasaineista 1 mg/ml liuokset metanoliin. Näistä liuoksista 
otettiin 1 µl näytteeksi 200 µl nollaverinäytteeseen ja käsiteltiin menetelmäohjeen mukai-
sesti. Massaspektrit tutkittiin ChemStation ohjelmalla ja jokaisen näytteen antamasta 
massaspektristä havaittiin yksi pääpiikki, jotka ilmenivät halutuiksi aineiksi. Päätelmä voi-
tiin tehdä vertaamalla näytteen massaspektriä nollanäytteen massaspektriin, jolloin saa-
tiin tausta vähennettyä pois ja jäljelle jäi vain tutkittavan näytteen piikki.  Näille aineille 
löydettiin retentioajat ja valittiin 1 - 3 karakteristista ionia, jotka antoivat parhaan vasteen 
sekä erosivat toisista aineista. Nämä ionit olivat m/z-massasuhteeltaan suurimmat ja yk-
silölliset. Tämän jälkeen kaikista näytteistä tehtiin yhteisliuos, jotta pystyttiin tutkimaan, 
erottuvatko piikit toisistaan.  
Taulukko 3. Validoitujen aineiden retentioajat, karakteriset ionit (kvantti-ioni eli pääioni merkitty 
punaisella) sekä sijoittuminen SIM-ikkunoihin. 
Aine Retentioaika (min) Karakteriset ionit SIM-ikkuna 
alfa-PPP 3,998 98, 56, 77 4 
alfa-PBP 4,163 112 4 
4-F-alfa-PVP 4,253 126 4 
bk-MDMA 4,427 149, 254, 210, 121 4 
alfa-PVT 4,489 126 5 
bk-MMBDB 4,518 86, 71 5 
bk-MBDB 4,535 268, 149, 121 5 
bk-MDEA 4,581 149, 268, 240 5 
4-F-metyylifenidaatti 4,581 280 5 
alfa-PHP 4,598 140 5 
isopropyylifenidaatti 4,718 280, 178 5 
4-Cl-alfa-PVP 4,827 126 5 
alfa-PHPp 4,844 154 5 
Sekä retentioaikojen että ionien avulla huomattiin, että suurin osa piikeistä erottuivat sel-
keästi. Muutamat piikit, jotka sulautuivat yhteen retentioaikansa takia, pystyttiin kuitenkin 
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erottamaan toisistaan karakteristen ionien avulla. Taulukossa 3. on kerrottu jokaisen ai-
neen retentioaika, karakteriset ionit sekä SIM-ikkuna, johon aine sijoittuu mittauksissa. 
6.2 Validointi 
”Validointi on laadun osoittamista”. Validoinnilla testataan analyysimenetelmän luotetta-
vuutta ja pätevyyttä. Näin voidaan varmistua, että validoitava menetelmä tai laite sopii 
käyttötarkoitukseensa. Jokainen akkreditoitu laboratorio joutuu rutiinityössään käyttä-
mään validoituja menetelmiä. Validointituloksia voidaan seurata vain laboratorion sisäi-
sesti tai niitä voidaan vertailla laboratorioiden kesken yhteisillä laatunäytteillä. Kolman-
nen osapuolen edustajat valvovat validointeja tarkastuksiensa yhteydessä. Validointi voi-
daan suorittaa eri asteilla. Jos validoidaan täysin uutta menetelmää, suoritetaan mah-
dollisimman laaja validointi. Jos taas menetelmä on ollut jo käytössä, mutta sitä halutaan 
muokata tai täydentää, riittää yleisimmät ominaisuudet validointiin, kuten lineaarisuus, 
toistettavuus, määritys- ja toistorajojen selvittämien sekä säilyvyys riippuen menetelmän 
tyypistä. 
Validoinnista tehdään suunnitelma, jonka mukaan validointi suoritetaan. Siinä määrite-
tään mitä tehdään, miten tehdään ja miksi tehdään. Siinä kerrotaan validoinnin pää-
määrä, mitattavat ominaisuudet, tehtävät koesarjat sekä laitteisto. Parametrit tutkitaan 
mittaussarjojen avulla. Terminologia ja mittaustavat ovat yhteneväiset, jotta tuloksia voi-
daan vertailla. Opinnäytetyön validointisuunnitelma tehtiin Terveyden ja hyvinvoinnin lai-
toksen oikeustoksikologiayksikön yleisen validointiohjeen mukaan, joka pohjautuu Wie-
lingin työryhmän raporttiin sekä Petersin esitykseen modifioiduista koejärjestelyistä. Näin 
ollen validointiohje soveltuu erittäin hyvin oikeustoksikologisiin määrityksiin, koska kum-
mankin lähdemateriaalin tavoitteena on ollut oikeustoksikologisten määritysten tutkimi-
nen sekä validoinnin ohjeistaminen. Taulukossa 4. esitellään suunnitelma tiivistetysti. 
[22; 23.] 
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Taulukko 4. Validointisuunnitelma taulukkomuodossa. 
 
6.2.1 Selektiivisyys ja spesifisyys 
Menetelmä on selektiivinen silloin, kun se antaa usealle aineelle vasteen, mutta kykenee 
erottamaan tutkittavan analyytin muiden yhdisteiden joukosta. Jos menetelmä on 100-
prosenttisen selektiivinen, se tuottaa signaalin vain yhdelle analyytille spesifisti. Selektii-
visyyttä voidaan tutkia esimerkiksi takaisinsaantokokeilla, vertailuaineilla tai vertaamalla 
tuloksia erilaisen menetelmän tuloksiin. Menetelmä voi sisältää paljon häiritseviä tekijöitä 
tai näytematriisi saattaa sisältää häiritseviä yhdisteitä, joten niiden tunnistaminen on tär-
keää, mutta vaativaa. 
Tässä työssä selektiivisyyttä tutkittiin valmistamalla yhtenä mittauspäivänä 10 ihmisestä 
peräisin olevaan nollaverinäytettä sekä yhdeksän erilaista näytettä, joissa matriisi, lisätyt 
kontrolliliuokset sekä näytteen määrä vaihtelivat. Valmistetut näytteet sekä niiden sisältö 
on listattu taulukkoon 5. 
Tuloksia tarkasteltiin ChemStation ohjelmassa ja massaspektriltä etsittiin manuaalisesti 
tutkittavia aineita vastaavat piikit. Jos jokin muu aine esimerkiksi kontrolliliuoksista peitti 
aineen piikin, se tunnistettiin karakteristen ionien avulla. Nollaveristä tutkittiin taas satun-
naisottona, millaisen taustan ne antavat näytteille ja ilmeneekö niissä häiritseviä yhdis-
teitä. Lopputuloksena havaittiin, että piikit erottuvat joko täysin tai ainakin karakteristen 
ionien avulla. Voitiin siis todeta, että menetelmä antaa tulokset tarpeeksi selektiivisesti. 
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Taulukko 5. Selektiivisyystutkimuksen näytteiden nimet sekä niiden sisältämät aineet. 
Näytteen nimi Näytteen sisältö 
Rattarinolla + IS (x 10 kpl) Rattijuopumusnäyte (jonka tiedettiin ole-
van negatiivinen näyte), johon lisättiin me-
netelmässä käytettävää sisäistä standar-
dia (IS). 
Rattarinolla Rattijuopumusnäyte, jonka tiedettiin ole-
van negatiivinen näyte. 
Lampaan verinolla + IS Lampaan verinäyte, johon lisättiin mene-
telmässä käytettävää sisäistä standardia. 
Lampaan verinolla Lampaan verinäyte. 
Rattarinolla + LC-kontrolli Rattijuopumusnäyte (jonka tiedettiin ole-
van negatiivinen näyte), johon lisättiin 50 
µl LC-menetelmässä käytettävää kontrol-
lia. 
Lampaan veri + LC-kontrolli Lampaan verinäyte, johon lisättiin 50 µl 
LC-menetelmässä käytettävää kontrollia. 
Rattarinolla + Standardi 20 Rattijuopumusnäyte (jonka tiedettiin ole-
van negatiivinen näyte), johon lisättiin 50 
µl validoinnissa käytettävää standardia 20 
ng/ml. 
Lampaan verinolla + Standardi 20 Lampaan verinäyte, johon lisättiin 50 µl 
validoinnissa käytettävää standardia 20 
ng/ml. 
Rattarinolla + Amiini-kontrolli Rattijuopumusnäyte (jonka tiedettiin ole-
van negatiivinen näyte), johon lisättiin 50 
µl alkuperäisessä menetelmässä käytet-
tävää amiini-kontrollia. 
Lampaan verinolla + Amiinikontrolli Lampaan verinäyte, johon lisättiin 50 µl al-
kuperäisessä menetelmässä käytettävää 
amiini-kontrollia. 
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6.2.2 Lineaarisuus ja kalibrointimallin määrittäminen 
Lineaarisuusmittauksilla tutkitaan sitä kohtaa mittausalueelta, jossa kalibrointisuora on 
lineaarinen. Tällä alueella menetelmä on pätevä pitoisuusmäärityksiin. Alin havaittava 
pitoisuus määräytyy laitteen detektiokyvyn mukaan. 
Tulokset saadaan tutkimalla sekä suoran antamaa ensimmäisen asteen yhtälöä että re-
siduaaleja. Ensimmäinen aste muodostuu pitoisuuden (x-akseli) ja detektorin vasteen 
(y-akseli) yhtälöstä y = ax + b. Korrelaatiokerroin R2 saadaan suoran kulmakertoimesta. 
Tämä havainnollistaa pisteiden lineaarisuutta, kun sille sovitetaan suora. Residuaalit 
taas havainnollistavat pisteiden erotusta laskennallisesta arvosta, kun niitä tarkastellaan 
yksitellen. Kun kalibrointisuora on lineaarinen, korrelaatiokerroin on yli 0,95 ja pisteet 
jakautuvat suoran molemmille puolille residuaaleja tarkastellessa.  
Lineaarisuutta tutkittiin tekemällä 16 pisteen standardisuora aiemmin suunnitellun kuu-
den pisteen sijaan. Koska suora kaarsi ylä- ja alapäästä, saatiin keskipitoisuuksilta valit-
tua jokaiselle aineelle sopiva lineaarisuusalue. Tulokset saatiin laskemalla jokaisen päi-
vän tuloksien yhteinen keskiarvo per pitoisuus ja muodostamalla saaduista arvoista stan-
dardisuora lineaarisen suoransovituksen avulla. [Liite 1.]. Standardisuorien antamien tie-
tojen perustella voidaan määrittää aineiden lineaarisuusalueet. Taulukossa 6. on tarkem-
min kerrottu jokaisen aineen lineaarinen alue. 
Lineaarisuusmittauksissa havaittiin, että bk-MBDB:n, bk-MDEA:n sekä isopropyyli-
fenidaatin suorat eivät kulje origon kautta eivätkä ne ole niin lineaarisia korrelaatiokertoi-
men perusteella, kuin muut. Tämän seurauksena näitä aineita ei voida validoida kvanti-
tatiiviselle tasolle. Niille kuitenkin ilmoitetaan suuntaa antava lineaarisuusalue. Muuten 
aineiden lineaarisuusmittausten tulokset osuivat Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen va-
lidointiohjeistuksen antamaan raamiin. 
Validoitavien aineiden kohdalla lineaarisen alueen ylärajaa todettiin alemmaksi siksi, että 
huomattiin yläpään kaartuvan ja näin ollen vääristävän tuloksia. Lisäksi siinä pitoisuu-
dessa tulokset eivät sopineet THL:n validointiohjeen antamaan ± 20 %:in poikkeamara-
jaan. Liitteessä 1. on laskettuna jokaisen aineen ylä- ja alaraja lineaarisuusalueelle. Las-
kettiin residuaalit antamaan osviittaa, miten suora on niiden perusteella onnistunut. Suo-
ran kaareutuminen näkyy myös näissä tuloksissa. Siksi onkin perusteltua poistaa ylä- ja 
alarajalta pisteitä. Muuntohuumeita analysoitaessa pitoisuudet ovat tyypillisesti pienet, 
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joten on tärkeätä keskittyä alapäähän sijoittuviin pisteisiin. Jos näytteistä sattuisi löyty-
mään suurempia pitoisuuksia kuin 125 ng/ml, näytteestä tehtäisiin uusinta määrityksiin 
laimeampi näyte. 
Taulukko 6. Tutkittujen aineiden lineaarisuusalueet. 
Aine Alaraja (ng/ml) Yläraja (ng/ml) 
4-Cl-alfa-PVP 2,5 125 
4-F-alfa-PVP 2,5 125 
4-F-metyylifenidaatti 2,5 100 
alfa-PBP 2,5 75 
alfa-PHP 2,5 125 
alfa-PHPp 2,5 125 
alfa-PPP 2,5 75 
alfa-PVT 2,5 125 
bk-MBDB 10 125 
bk-MDEA 10 125 
bk-MDMA 2,5 125 
bk-MMBDB 2,5 125 
isopropyylifenidaatti 10 125 
6.2.3 Toteamis- ja määritysrajat 
Toteamisraja tarkoittaa aineen pienintä pitoisuutta, mikä voidaan todeta luotettavasti. 
Määritysrajoja käytetään, kun tehdään kvantitatiivista tutkimusta. Se on pienin pitoisuus, 
joka voidaan saada tietyllä luotettavuustasolla. Rajoilla määritellään, mitä tulokset voi-
daan luotettavasti hyväksyä ja ne ovat valideja. Jos tulos on toteamis- ja määritysrajan 
välillä, voidaan todeta, että ainetta havaitaan näytteessä, mutta se on ”alle määritysra-
jan”, jolloin tulos ei ole luotettava.  
Tässä validoinnissa toteamis- ja määritysrajojen tutkimiseen käytettävien näytteiden pi-
toisuudet valittiin ainekohtaisesti valmistamalla kolmella pitoisuustasolla (5 ng/ml, 10 
ng/ml ja 250 ng/ml) joka päivä kolme näytettä kultakin tasolta. Liitteeseen 3 laskettiin 
kaavan µB + 3s kaavan mukaiset tulokset, mutta koska työ tehtiin THL:lle, viralliset tu-
lokset laskettiin heidän ohjeistuksen mukaan. 
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Toteamisraja määriteltiin niin, että manuaalisesti massaspektrejä tarkastelemalla määri-
teltiin se raja, missä aine antaa oikeaan kohtaan oikean piikin selkeästi. Ylempi ja alempi 
määritysraja taas määrittyvät pienimmän ja suurimman lineaarisella suoralla olevan pis-
teen mukaan, jossa tulos voidaan määrittää hyväksyttävällä toistettavuudella ja oikeelli-
suudella toistotarkkuusmittausten mukaisesti. Taulukossa 7. on jokaisen aineen to-
teamis- ja määritysrajat. 
Taulukko 7. Analysoitujen aineiden toteamis- ja määritysrajat. 
Aine Toteamisraja 
(ng/ml) 
Alempi määritys-
raja (ng/ml) 
Ylempi määritys-
raja (ng/ml) 
4-Cl-alfa-PVP 2,5 5 125 
4-F-alfa-PVP 2,5 5 125 
4-F-metyylifenidaatti 2,5 5 100 
alfa-PBP 2,5 5 75 
alfa-PHP 2,5 5 125 
alfa-PHPp 2,5 5 125 
alfa-PPP 2,5 5 75 
alfa-PVT 2,5 5 125 
bk-MBDB 5 10 125 
bk-MDEA 5 10 125 
bk-MDMA 2,5 5 125 
bk-MMBDB 2,5 5 125 
isopropyylifenidaatti 5 10 125 
6.2.4 Tarkkuus 
Tarkkuus jaetaan kahteen osaan: oikeellisuus ja toistotarkkuus (täsmällisyys). Oikeelli-
suutta tutkitaan analysoimalla esimerkiksi pitoisuudeltaan tunnettua vertailumateriaalia 
ja määrittämällä poikkeama (bias) näytteille. Toistotarkkuus taas havaitaan samasta 
näytteestä eri päivinä tehtyjen toistomittausten avulla. Tarkkuuteen vaikuttavat niin sys-
temaattinen kuin satunnaisvirhe. 
Tässä validoinnissa tarkkuutta tutkittiin toistotarkkuusmittauksilla, koska vastaavia ver-
tailumateriaaleja ei ollut käytettävissä. Joka päivä valmistettiin kolme näytettä pitoisuu-
                                                             30 
 
  
delle 20 ng/ml. Piste valittiin siksi, että se sijaitsi keskellä standardisuoran pisteitä, kui-
tenkin lähempänä pienempiä pitoisuuksia. Tulokset lisättiin Terveyden ja hyvinvoinnin 
laitoksen valmiiseen Excel-pohjaan, jonka avulla laskettiin keskihajontaa, toistettavuutta, 
oikeellisuutta sekä mittausepävarmuutta (taulukko 8.). Excel-pohja on luotu käyttämällä 
varianssianalyysi ANOVA:aa ja tarkemmat laskukaavat löytyvät liitteestä 2.  
Taulukko 8. Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen Oikeustoksikologiayksikön yleisesti käytetyllä 
valmiilla Excel-taulukkolaskentaohjelman kaavoilla lasketut tulokset toistotark-
kuusmittauksista. Punaisella merkityt kohdat ilmaisevat niitä aineita, jotka ylittävät 
sallitut rajat. CVbd (%) tarkoittaa suhteellista keskihajontaa (päivien välillä), CVwd 
(%) suhteellista keskihajontaa (päivän sisällä), RSDper% toistettavuutta, oik. % oi-
keellisuutta ja Laaj. ME laajennettua mittausepävarmuutta. 
Yhdiste Pit. CVbd (%) CVwd (%) RSDper % oik. % Laaj. ME 
       
4-Cl-alfa-PVP 10 9.1 6.4 10.0 -1.1 22.4 
4-F-alfa-PVP 10 7.4 4.3 7.9 2.0 17.7 
4-F-metyylifenidaatti 10 7.7 7.5 9.6 5.9 24.5 
alfa-PBP 10 9.5 5.0 9.8 7.8 26.6 
alfa-PHP 10 10.2 6.2 10.7 -3.2 24.7 
alfa-PHPp 10 7.1 4.2 7.7 -12.1 29.3 
alfa-PPP 10 3.5 33.2 26.3 -6.4 67.9 
alfa-PVT 10 6.8 5.7 8.1 -7.8 23.7 
bk-MBDB 10 25.1 25.7 38.3 -15.3 78.1 
bk-MDEA 10 13.9 13.8 21.1 -13.7 47.9 
bk-MDMA 10 6.3 7.2 8.3 -10.7 28.7 
bk-MMBDB 10 8.0 8.3 10.2 -16.4 40.1 
isopropyylifenidaatti 10 8.9 10.8 12.6 -35.8 76.9 
       
4-Cl-alfa-PVP 5 5.4 7.2 8.0 -5.5 21.1 
4-F-alfa-PVP 5 6.6 4.5 7.9 -10.2 25.9 
4-F-metyylifenidaatti 5 1.8 7.6 7.0 3.4 17.0 
alfa-PBP 5 10.6 6.1 10.4 -10.6 32.4 
alfa-PHP 5 4.2 8.5 8.2 -2.4 19.6 
alfa-PHPp 5 5.9 11.0 8.9 -3.8 26.1 
alfa-PPP 5 8.0 29.6 27.1 -12.4 66.1 
alfa-PVT 5 4.9 6.5 8.0 -1.7 16.6 
bk-MBDB 5 42.6 40.2 59.2 -15.5 121.1 
bk-MDEA 5 40.4 40.4 57.8 -18.0 119.9 
bk-MDMA 5 2.4 6.3 4.9 7.5 20.1 
bk-MMBDB 5 8.5 8.4 10.7 -4.8 25.6 
isopropyylifenidaatti 5 7.3 7.8 11.2 20.0 45.5 
       
4-Cl-alfa-PVP 20 7.9 7.5 11.2 -5.2 24.1 
                                                             31 
 
  
4-F-alfa-PVP 20 5.2 5.8 7.4 1.1 15.7 
4-F-metyylifenidaatti 20 5.1 5.5 6.8 2.8 16.1 
alfa-PBP 20 3.3 5.9 6.6 4.9 16.8 
alfa-PHP 20 7.5 6.2 9.3 -5.0 21.9 
alfa-PHPp 20 6.0 6.9 8.7 -12.7 31.4 
alfa-PPP 20 9.3 31.2 29.1 -5.6 66.0 
alfa-PVT 20 4.9 7.8 8.9 -10.8 28.4 
bk-MBDB 20 5.5 11.8 14.1 -1.1 26.2 
bk-MDEA 20 3.6 7.1 6.0 -1.4 16.2 
bk-MDMA 20 6.2 8.3 9.3 -14.4 35.4 
bk-MMBDB 20 5.6 6.5 8.2 -16.9 37.8 
isopropyylifenidaatti 20 4.8 7.6 8.3 -36.4 74.9 
       
4-Cl-alfa-PVP 250 1.5 9.4 10.0 11.6 30.0 
4-F-alfa-PVP 250 4.4 9.1 9.9 12.2 31.7 
4-F-metyylifenidaatti 250 11.6 18.7 21.8 -11.5 49.7 
alfa-PBP 250 5.7 11.7 13.1 12.9 36.6 
alfa-PHP 250 4.9 8.1 9.3 11.7 30.0 
alfa-PHPp 250 3.3 6.6 7.3 19.0 40.8 
alfa-PPP 250 13.3 28.1 31.9 20.2 74.2 
alfa-PVT 250 5.6 10.2 11.5 20.6 47.3 
bk-MBDB 250 14.3 14.9 20.5 8.9 45.1 
bk-MDEA 250 15.6 14.7 21.5 9.5 46.9 
bk-MDMA 250 58.8 37.9 65.7 -13.2 142.4 
bk-MMBDB 250 5.7 9.0 10.6 31.3 66.1 
isopropyylifenidaatti 250 14.6 18.3 23.0 14.1 54.6 
Tulosten perusteella voidaan havaita, että toistettavuus (RSDper%) ja oikeellisuus (oik. 
%) on neljällä aineella (alfa-PPP, bk-MBDB, bk-MDEA sekä isopropyylifenidaatti) yli 20 
%, joten päädyttiin, että nämä aineet tutkitaan jatkossa kvalitatiivisena. Tällöin saatuja 
tuloksia ei voida ilmoittaa virallisina tuloksina, vaan voidaan vain todeta aineen läsnäolo 
näytteessä. Muiden aineiden kohdalla toistettavuus ja oikeellisuus menivät tarpeeksi lä-
helle validointiohjeen määrittämää rajaa, joten tulokset voidaan jatkossa ilmoittaa kvan-
titatiivisesti. Muutaman aineen yksittäinen ylitys 20 % rajasta johtui yksittäisten näyttei-
den virheistä, mutta jos niitä ei huomioitu, tulokset menivät sovittuihin rajoihin. Voidaan 
siis todeta, että kyseisten aineiden kohdalla menetelmä on riittävän tarkka ohjeistuksen 
asettamien rajojen puolesta. 
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6.2.5 Stabiilisuus 
Stabiilisuustesteillä pyritään tutkimaan tutkittavien analyyttien kestokykyä ja muuttumat-
tomuutta. Tässä validoinnissa tutkittiin prosessoitujen näytteiden stabiilisuutta huoneen 
lämmössä 32 tunnin ajan. Stabiilisuutta tutkittiin siksi, että voidaan luottaa näytteen 
muuttumattomuuteen esimerkiksi ajon katkettua yöllä. 
Mittaus suoritettiin valmistamalla neljä 15 ng/ml pitoisuudella olevaa näytettä. Näistä pi-
petoitiin esikäsittelyn jälkeen 220 µl yhteen koeputkeen, joka vorteksoitiin rajusti. Näin 
saatiin tasalaatuinen seos, josta pipetoitiin yhdeksään vialiin 100 µl. Ne laitettiin peräk-
käin ajoon ja ajo-ohjelmaa muokattiin niin, että mittausten välistä aikaa pidennettiin 3 
tuntia 52 minuuttia. Näin näytteet mitattiin tasan neljän tunnin välein, koska mittaus kesti 
yhden näytteen kohdalla aina noin kahdeksan minuuttia. Taulukossa 9. on säilyvyysmit-
tausten tulokset sekä niiden laskettu prosentuaalinen muutos alku- ja lopputilanteen suh-
teen. 
Taulukko 9. Säilyvyysmääritysten tulokset. Erotus-% kuvastaa näytteiden alku- ja lopputilantei-
den muutosta ajan suhteen. 
 
Stabiilisuustesteissä huomattiin, että ensimmäisen neljän tunnin aikana näytteiden pitoi-
suus laski paljon. Tämä voi johtua siitä, että ensimmäinen ajo epäonnistui tai näyte it-
sessään on viallinen, koska myöhemmin analysoidut näytteet toistuvat lähes samalla 
pitoisuusalueella. Tästä syystä tuloksia käsiteltäessä päätettiin, että alkuarvoksi pitoisuu-
deksi laitetaan 15 ng/ml jokaiselle aineelle. Tähän päädyttiin siksi, että ensimmäisen 
näytteen tulokset olivat kaikki > 15 ng/ml. Näytteet ajettiin päivän näytteiden jälkeen, 
0 h 4 h 8 h 12 h 16 h 20 h 24 h 28 h 32 h
 Erotus-% (0 h - 32 h) Erotus-% (4 h - 32 h)
4-Cl-alfa-PVP 15,0 11,1 11,8 12,2 11,7 10,8 11,0 10,6 10,5 30,1 5,50
4-F-alfa-PVP 15,0 13,2 12,5 13,3 12,6 11,1 11,1 11,3 11,8 21,5 10,70
4-F-metyylifenidaatti 15,0 15,1 14,9 15,0 14,4 14,8 13,8 14,8 14,6 2,7 3,57
alfa-PBP 15,0 13,8 13,9 13,6 12,2 12,9 11,2 11,2 12,7 15,5 7,98
alfa-PHP 15,0 11,5 11,3 11,7 10,4 10,0 10,6 10,3 9,6 36,0 16,81
alfa-PHPp 15,0 9,9 9,3 9,9 9,1 8,4 8,5 7,7 8,7 42,1 12,13
alfa-PPP 15,0 10,5 9,8 9,5 8,8 8,3 8,3 6,6 8,0 47,0 24,57
alfa-PVT 15,0 11,1 10,5 11,1 10,9 9,8 9,9 10,0 9,7 35,2 12,12
bk-MBDB 15,0 29,1 29,1 30,4 29,5 29,2 30,8 29,9 30,0 -99,7 -2,85
bk-MDEA 15,0 29,1 29,1 30,4 29,5 29,2 30,8 29,9 30,0 -99,7 -2,85
bk-MDMA 15,0 10,1 9,3 9,8 9,8 9,4 9,9 9,2 8,9 40,6 11,78
bk-MMBDB 15,0 10,3 9,2 9,4 9,2 9,4 8,7 9,1 9,1 39,4 11,66
isopropyylifenidaatti 15,0 8,0 7,7 8,3 7,9 8,3 7,6 8,4 8,2 45,4 -1,87
Tulokset ovat pitoisuuksia ng/ml.
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joten ne olivat ehtineet olla huoneenlämmössä odottamassa jo monta tuntia. Voidaan 
siis todeta, että näytteet kestävät jonkinlaista säilymistä, mutta on suositeltavaa, että ne 
silti analysoidaan mahdollisimman pian esikäsittelyn jälkeen. 
6.3 Johtopäätökset 
Opinnäytetyön tavoitteena oli validoida 14 uutta muuntohuumetta ja lisätä ne ”Amfeta-
miinijohdannaisten seulonta ja pitoisuusmääritys verestä, seerumista ja virtsasta” -me-
netelmään. Työn tarve nousi esille, koska havaittiin, että uusien ja tuntemattomien muun-
tohuumeiden käyttö sekä ilmestyminen markkinoille on lisääntynyt viime vuosien aikana 
todella nopeasti. Terveyden ja hyvinvoinnin oikeustoksikologiayksikön primäärinen työ 
on vastata palvelunäytteiden tutkimuspyyntöihin, mutta saatuja tietoja voidaan THL:n 
omien tarpeiden lisäksi hyödyntää muissa tutkimuksissa sekä raportoinnissa.  
Validointi suoritettiin viiden päivän aikana. Mittauksissa tutkittiin lineaarisuutta sekä tois-
totarkkuutta joka päivä, ja yksittäisinä päivinä mitattiin näytteiden selektiivisyyttä sekä 
stabiilisuutta. Tuloksien avulla määritettiin aineille määritys- ja toteamisrajat. Validointi 
suoritettiin validointisuunnitelman mukaisesti, mikä luotiin Terveyden ja hyvinvoinnin lai-
toksen oikeustoksikologiayksikön validointiohjeistuksen pohjalta. Koska validoitiin uusia 
aineita vanhaan menetelmään, pystyttiin tekemään hieman suppeampi validointi laajem-
man sijaan. 
Validointi ja testit onnistuivat lähes odotetusti. Mittaukset tehtiin kahdesti, koska alkupe-
räisessä suunnitemassa standardisuoralla oli kuusi pistettä. Tästä seurasi se, että stan-
dardisuoran painopiste oli liikaa pienien pitoisuuksien tasolla. Suoran yläpää lähti kaar-
tamaan, koska välissä ei ollut pisteitä, jotka olisivat vaikuttaneet suoran sovitukseen. 
Tällöin lineaarisuusalueen yläraja olisi pitänyt laskea 20 ng/ml, koska suurempia arvoja 
ei suoralla ollut. Mittaukset päätettiin uusia niin, että pisteitä standardisuoralle otettiin 16 
kappaletta. Näin suorista saatiin paremmat ja aineille voitiin valita välitason pitoisuudet 
suurimmiksi lineaarisiksi pitoisuuksiksi. 
Tuloksista voitiin nähdä, että vaikka suurin osa aineista näkyi hyvin suhteellisen pienillä 
pitoisuuksilla (noin 5 ng/ml), muutama aineen kohdalla ei päästy samoihin tasoihin. Pää-
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tettiin, että nämä aineet (alfa-PPP, bk-MBDB, bk-MDEA sekä isopropyylifenidaatti) jäte-
tään kvalitatiivisten aineiden tutkimuslistalle, joten ne voidaan havaita näytteestä, mutta 
niistä ei anneta pitoisuustuloksia. Syytä näiden aineiden käyttäytymiselle ei täysin tie-
detä, mutta on tiedossa, että amfetamiinijohdannaiset voivat toimia hieman arvaamatto-
masti näytteenkäsittelyn aikana sekä ajojen aikana. Ne esimerkiksi haihtuvat herkästi 
sekä derivoituvat toisinaan epätasaisesti. 
Lisäksi havaittiin, että HMMA eli 4-hydroksi-3-metoksimetamfetamiini ei näy näytteissä 
alle 250 ng/ml pitoisuuksilla oikein, joten se jätettiin validoimatta menetelmälle. Syitä tä-
hän voivat olla edellisessä kappaleessa mainitut aineen arvaamaton käyttäytyminen ja 
sopimattomuus menetelmään. HMMA ei välttämättä derivatisoidu tai sen derivoimaton 
muoto ei uutu näytteenkäsittelyn aikana.  
Tuloksiin voidaan olla tyytyväisiä, koska suurin osa aineista sopi menetelmään, ja ne 
voidaan pian ottaa rutiinianalyyseihin mukaan. Saatiin myös osoitettua, että muuntohuu-
meita pystytään lisäämään menetelmään, kunhan niiden rakenne muistuttaa tarpeeksi 
amfetamiinin ja sen johdannaisten rakenteita. Näytteet saatiin uuttumaan ja derivatisoi-
tumaan menetelmäohjeen mukaisesti sekä löydettiin aineille retentioajat, kvantitatiivi-
suusaste sekä karakteriset ionit. Karakterisia ioneja tulisi olla kolme kappaletta jokaiselle 
aineelle, mutta tässä tutkimuksessa löydettiin vain yksi karakterinen ioni muutamalle ai-
neelle. Jokainen rutiininäyte analysoidaan vähintään kahdella eri menetelmällä, joten 
sen myötä saadaan varmennus oikeista tuloksista, vaikka karakterisia ioneja olisi vain 
yksi.  
Muuntohuumeiden kysyntä on ollut viime vuosien aikana nousussa ja uusia aineita on 
ilmestynyt markkinoille nopeasti. Kun aineet saadaan tuotua rutiinianalyysien piiriin, voi-
daan analyysin pohjalta ilmoittaa näytteiden sisältämät uudet löydökset aiempien tutki-
muskohteiden lisäksi. Tuloksista saadaan annettua kattavammat tiedot näytteiden sisäl-
löstä tutkimuspyyntöjen lähettäjille, mikä lisää heidän tietoisuuttaan uusista aineista. Tu-
loksia voidaan myös hyödyntää erilaisissa tutkimuksissa, kuten niissä, missä tutkitaan 
huumeiden leviämistä uusille alueille sekä uusiin käyttäjäryhmiin. Terveydenhuollon am-
mattilaiset voivat analyysitulosten perusteella kehittää uusia hoitomenetelmiä sekä koh-
dentaa palveluitaan oikeille käyttäjille. Rikosteknisestä näkökulmasta taas voidaan poh-
tia, mitä muuntohuumeita mahdollisesti tulisi viedä huumausainelainsäädännön piiriin ja 
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analyysien pohjalta saataisiin kattavammat lisätiedot oikeuskäsittelyitä varten tuomitta-
essa käyttäjiä. Aineiden käyttöä voitaisiin myös yrittää hillitä aineiden vaarallisuuden ja 
haitallisuuden tietoisuuden levittämisellä erityisesti käyttäjien sekä riskiryhmien keskuu-
dessa. Työ toimii pohjana mahdollisille jatkotutkimuksille, jos esimerkiksi kvalitatiiviseksi 
luokiteltuja aineita halutaan siirtää kvantitatiivisen tutkimuksen puolelle tai uusia aineita 
halutaan jatkossa lisätä menetelmän piiriin.  
Voidaan todeta, että uusia aineita kannattaa lähitulevaisuudessa lisätä menetelmän pa-
riin, koska tutkimusten mukaan muuntohuumeiden käyttö tulee lisääntymään ainakin jon-
kin verran. Näin pystytään ymmärtämään huumausaineiden käytön erilaiset trendit, ha-
vaitsemaan ne aineet, joita voidaan tutkia pidempiaikaisesti, sekä avustamaan laborato-
rion yhteistyökumppaneita sekä valtion toimijoita, jotka tutkivat sekä valvovat näiden ai-
neiden käyttöä ja levinneisyyttä. 
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Liite 1  Lineaarisuusmittauksista lasketut tulokset sekä niistä muodos-
tetut standardisuorat ja residuaaliarvot 
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Kuva 12. Validoitujen aineiden lineaarisuusmittausten standardisuorat. 
Taulukko 10. Tulokset, joiden perusteella lineaarisuumittausten standardisuorat laskettiin. 
 
 
0 1 2.5 5 7.5 10 15 20 40 50 75 100 125 Yläraja Alaraja
4-Cl-alfa-PVP 0.166667 0.93 2.023333 4.058333 5.471667 7.896667 12.15167 16.02833 32.635 41.18833 60.25333 86.33333 105.0333 -19.0098 -7.52688
4F-alfa-PVP 0.045 0.855 2.073333 3.596667 5.456667 8.396667 12.45 16.56167 34.21833 44.12 64.30833 85.43833 103.63 -20.6214 -16.9591
4F-metyylifenidaatti 0.01 0.845 2.315 4.415 6.135 8.753333 12.96667 16.88167 33.95667 43.35667 60.25667 86.135 -16.0968 -18.3432
alfa-PBP 0.236667 0.866667 2.085 3.598333 5.538333 8.893333 13.41 17.52167 35.265 45.63167 66.69333 -12.455 -15.3846
alfa-PHP 0.111667 0.845 2.118333 3.956667 5.62 7.74 11.93667 15.48167 31.77833 40.77 59.19333 87.49833 106.26 -17.636 -18.3432
alfa-PHPp 0.061667 0.791667 2.141667 4.201667 5.801667 7.343333 10.79167 13.97667 29.935 37.19167 54.135 94.44667 114.9533 -8.73978 -26.3158
alfa-PPP 0.861667 2.241667 3.693333 5.915 8.216667 7.643333 16.665 32.58167 42.385 62.15333 -20.6693 -16.0542
alfa-PVT 0.19 0.873333 2.105 4.073333 5.82 7.361667 11.04 14.84667 29.7 37.84167 56.53667 91.285 107.8717 -15.8784 -14.5038
bk-MBDB 5.77 9.345 14.025 31.40167 41.27167 65.245 95.60333 115.805 -7.94007 -73.3102
bk-MDEA 6.26 10.69667 15.305 33.79 43.62167 63.19667 94.99167 113.4883 -10.1435 -59.7444
bk-MDMA 0.048333 0.893333 2.293333 4.231667 6.073333 6.846667 10.065 13.435 28.10667 34.99 51.63667 95.38833 113.0483 -10.5722 -11.9403
bk-MMBDB 0.081667 0.865 1.903333 3.938333 5.94 6.663333 10.27333 13.63167 26.70167 35.44833 53.59667 97.165 119.6433 -4.4772 -15.6069
isopropyylifenidaatti 5.108333 7.78 10.27667 20.56667 26.23667 37.555 109.4933 128.5767 2.781739 -95.7586
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Taulukko 11. Tulosten perusteella lasketut residuaaliarvot näytteille. Mitä suurempi erotus, sen 
epälineaarisempi suora on. 
 
 
Residuaalit
0 1 2.5 5 7.5 10 15 20 40 50 75 100 125
0.166667 -0.07 -0.47667 -0.94167 -2.02833 -2.10333 -2.84833 -3.97167 -7.365 -8.81167 -14.7467 -13.6667 -19.9667
0.045 -0.145 -0.42667 -1.40333 -2.04333 -1.60333 -2.55 -3.43833 -5.78167 -5.88 -10.6917 -14.5617 -21.37
0.01 -0.155 -0.185 -0.585 -1.365 -1.24667 -2.03333 -3.11833 -6.04333 -6.64333 -14.7433 -13.865 -125
0.236667 -0.13333 -0.415 -1.40167 -1.96167 -1.10667 -1.59 -2.47833 -4.735 -4.36833 -8.30667 -100 -125
0.111667 -0.155 -0.38167 -1.04333 -1.88 -2.26 -3.06333 -4.51833 -8.22167 -9.23 -15.8067 -12.5017 -18.74
0.061667 -0.20833 -0.35833 -0.79833 -1.69833 -2.65667 -4.20833 -6.02333 -10.065 -12.8083 -20.865 -5.55333 -10.0467
0 -0.13833 -0.25833 -1.30667 -1.585 -1.78333 -7.35667 -3.335 -7.41833 -7.615 -12.8467 -100 -125
0.19 -0.12667 -0.395 -0.92667 -1.68 -2.63833 -3.96 -5.15333 -10.3 -12.1583 -18.4633 -8.715 -17.1283
0 -1 -2.5 -5 -7.5 -4.23 -5.655 -5.975 -8.59833 -8.72833 -9.755 -4.39667 -9.195
0 -1 -2.5 -5 -7.5 -3.74 -4.30333 -4.695 -6.21 -6.37833 -11.8033 -5.00833 -11.5117
0.048333 -0.10667 -0.20667 -0.76833 -1.42667 -3.15333 -4.935 -6.565 -11.8933 -15.01 -23.3633 -4.61167 -11.9517
0.081667 -0.135 -0.59667 -1.06167 -1.56 -3.33667 -4.72667 -6.36833 -13.2983 -14.5517 -21.4033 -2.835 -5.35667
0 -1 -2.5 -5 -7.5 -4.89167 -7.22 -9.72333 -19.4333 -23.7633 -37.445 9.493333 3.576667
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Liite 2 Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen valmis Excel-taulukkolas-
kentaohjelman pohja sekä kaavat tulosten laskentaan 
Taulukko 12. Toistotarkkuusmittauskissa käytetty valmis Excel-taulukkolaskentaohjelman pohja 
kolmessa osassa. 
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Selitykset kaavoille: 
 
Yksittäiset toistomittaukset  x1 – x15 
Keskiarvo   ka = KESKIARVO(x1; x2;…; x15) 
Keskiarvo (between days) MSbg = 3*((ka.1-ka.)*2+(ka.2-ka.)*2+(ka.3-
ka.)*2+(ka.4-ka.)*2+(ka.5-ka.)*2)/(5-1) 
Keskiarvo (within days) MSwg = ((x1-ka.)^2+(x2-ka)^2 + … + (x15-
ka)^2)/(5*3-1) 
Keskihajonta (between days) SD2bd = ITSEISARVO(MSbg - MSwg)/(3) 
Keskihajonta (within days)  SD2wd = MSwg 
Keskihajonta (total)  SD2T = SD2bd + SD2wd 
Suhteellinen keskihajonta (bd) CVbd (%) = (SD2bd^0,5)/($ka.)*100 
Suhteellinen keskihajonta (wd) CVwd (%) = (SD2wd^0,5)/($ka.)*100 
Suhteellinen keskihajonta (total) CVT (%) = (SD2T^0,5)/($ka.)*100 
Toistettavuus (bias %) RSDper % = ((KESKIHA-
JONTA(x1:x15))/ka.)*100 
Oikeellisuus oik. % = ((ka.-teoreettinen pitoisuus)/(teoreetti-
nen pitoisuus))*100 
Laajennettu mittausepävarmuus Laaj. ME = NELIÖJUURI(POTENSSI(CVbd 
(%);2) + POTENSSI(CVwd (%);2) + PO-
TENSSI(oik. %;2))*2 
  
 
 
 
 
 
 
 
CVbd (% ) CVwd (% ) CVT (% ) RSDper % oik. % Laaj. ME
9.1 6.4 11.2 10.0 -1.1 22.4
7.4 4.3 8.6 7.9 2.0 17.7
7.7 7.5 10.7 9.6 5.9 24.5
9.5 5.0 10.7 9.8 7.8 26.6
10.2 6.2 11.9 10.7 -3.2 24.7
7.1 4.2 8.2 7.7 -12.1 29.3
3.5 33.2 33.3 26.3 -6.4 67.9
6.8 5.7 8.9 8.1 -7.8 23.7
25.1 25.7 35.9 38.3 -15.3 78.1
13.9 13.8 19.6 21.1 -13.7 47.9
6.3 7.2 9.5 8.3 -10.7 28.7
8.0 8.3 11.5 10.2 -16.4 40.1
8.9 10.8 13.9 12.6 -35.8 76.9
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Liite 3  Laskennalliset määritysrajat validoiduille aineille 
Taulukko 13. Validoitujen aineiden lasketut määritysrajat kaavan µB + 3s perusteella. 
 
𝑀ää𝑟𝑖𝑡𝑦𝑠𝑟𝑎𝑗𝑎 = µ𝐵 +  5𝑠 
missä  
μB = näytteen tulosten keskiarvo 
s = näytteen tulosten keskihajonta 
 
Aine Keskiarvo KA Keskihajonta s Toteamisraja (LOD) (ng/ml) Alempi määritysraja (LLOQ) (ng/ml) Ylempi määritysraja (ULOQ) (ng/ml)
4-Cl-alfa-PVP 4.8 0.4 1.0 6.5 125
4F-alfa-PVP 4.5 0.3 1.0 6.1 125
4F-metyylifenidaatti 5.1 0.3 1.0 6.8 100
alfa-PBP 4.5 0.5 1.0 7.0 75
alfa-PHP 5.0 0.4 1.0 7.2 125
alfa-PHPp 4.9 0.5 1.0 7.2 125
alfa-PPP 4.5 1.1 1.0 9.9 75
alfa-PVT 5.0 0.4 1.0 6.9 125
bk-MBDB 8.0 3.5 5.0 25.5 125
bk-MDEA 8.4 1.9 5.0 17.8 125
bk-MDMA 5.4 0.3 1.0 6.7 125
bk-MMBDB 4.9 0.6 1.0 8.0 125
isopropyylifenidaatti 6.4 0.8 5.0 10.2 125
